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INTRODUCTION 
Pour tenter d'élucider les problèmes posés par l'infection myco­
plasmique diverses méthodes sérologiques furent employées. Citons 
par exemple : la séro-agglutination, l'inhibition de l'hémagglutina­
tion, l'agglutination passive des hématies sensibilisées, la fixation 
du complément (1à10). 
Toutes ces méthodes rendirent des services importants, mais elles 
ne permirent pas à elles seules une approche convenable des phéno­
mènes immunitaires. 
Au cours des deux dernières décennies, certains auteurs, dans le 
but de différencier les souches de mycoplasmes mirent à profit la 
méthode de l'inhibition de croissance à l'aide de sérums hyperim­
muns préparés habituellement chez le lapin. C'est ainsi que l'on 
utilisa des disques de papier buvard imprégnés de sérums anti­
mycoplasmiques monospécifiques ou que l'on incorpora directement 
ces sérums dans les milieux pour la culture des mycoplasmes liquides 
ou solides. Les résultats purement ·qualitatifs ne permirent pas de 
fixer des titres précis aux sérums étudiés. De plus; ces techniques 
n'étaient pas en mesure d'apprécier l'activité anti-mycoplasmique 
des sérums d'animaux ou d'oiseaux naturellement infectés en raison 
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du faible titre en anticorps de ces sérums. Nous avons réussi à accroî­
tre la sensibilité de la technique et à l'adapter au titrage quantitatif. 
Il s'agit dans un premier temps, d'inhiber la croissance des myco­
plasmes dans un milieu de culture liquide en présence de quantités 
variables de sérum à titrer puis dans un deuxième temps à dénom­
brer très exactement les mycoplasmes vivants dans les « mélanges de 
neutralisation• par ensemencement de dilutions décimales de ceux­
ci sur milieux P. P. L. O. solides et numération des colonies formées. 
Pour la mise au point, nous avons utilisé la souche 81 de M. gaUi­
septicum mais il s'agit d'une méthode générale utilisable pour tous 
les mycoplasmes avec des adaptations particulières du milieu de 
culture en fonction des exigences nutritionnelles des souches 
étudiées. 
PRINCIPE GÉNÉRAL 
Le procédé que nous utilisons consiste à : 
- ensemencer un milieu de culture liquide adéquat pour le 
mycoplasme à étudier. Ensemencement standard (1.000 myco­
plasmes vivants par ml de �ieu par exemple). 
- répartir des volumes constants de ce milieu ensemencé en 
flacons stériles (9 ml par exemple). 
- afouter dans les récipients contenant le milieu ensemencé et 
réparti, des volumes constants (1 ml) de sérum à étudier, à dilution 
variable, sérum préalablement stérilisé par filtration sur filtres 
millipores. 
- incuber pendant 48 h à 37 oc. 
- arrêter les cultures et pratiquer immédiatement une numéra-
tion des mycoplasmes vivants. 
Pour dénombrer les mycoplasmes vivants contenus dans les 
mélanges de neutralisation, après 48 h d'incubation à 37 °C, on 
pratique des dilutions décimales de ces méJanges en eau physiolo­
gique (ou éventuellement en milieu P. P. L. O.) que l'on ensemence 
sous volume constant (0,1 ml) sur milieu P. P. L. O. solide en sur­
faces (pentes de gélose hermétiquement fermées en bottes plasti­
ques). Les bottes ensemencées sont incubées en étuve à 37 °C (gélose 
à la partie supérieure) pendant 5 à 6 jours. 
Après quadrillage de la surf ace des bottes plastiques retenues pour 
les contrôles à l'aide d'un bistouri pour faciliter la lecture, on procède 
à la numération à l'aide d'un microscope stéréoscopique Leitz .des 
colonies développées sur la surf ace de la gélose. 
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Considérant qu'une colonie s'est formée à partir d'un mycoplasme 
vivant, on déduit la concentration de la suspension contrôlée et l'on 
apprécie le pouvoir inhibant du sérum étudié vis-à-vis de la souche 
testée. 
Pour calculer la concentration en mycoplasmes de chaque 
mélange, on utilise la méthode dite de l' « équivalent-botte •· Cette 
méthode est explicitée s�r un exemple dans le tableau 1 (11). 
TABLEAU 1 
Calcul du nombre des mycoplasmes 
(méthode dite de l'« équiPalent - botte• selon SCHWARTZ) 
Log de la Facteur de Nombre de «Equivalent Nombre de 
dilution dilution boîtes boîte» mycoplasmes 
(0,1 ml) d n nd N 
-4 10 2 20 H2 
- 5 1 2 2 8 
--
22 120 
m = 1;g = 5,5 mycoplasmes à la dilution - 5. 
soit 5,5 .105 mycoplasmes/0,1 ml ou 1Q5.74 mycoplasmes/0,1 ml 
-OU 1Q6.74jml. 
Précision: log ( 1 + }N-) =log (1 + §o) = 0,08 
Les limites de la concentration en mycoplasmes seront par 
eonséquent 1Q&.74 ± o.os par ml à la probabilité de 95 p. 100. 
PRATIQUE DE LA RÉACTION 
Le tableau II donne les résultats obtenus avec M. gallisepticum 
après 48.h d'incubation à 37 °C en présence de quantités variables 
soit d'un sérum de mé_Iaµge. provenant d'oiseaux vaccinés avec la 
souche CP de M. gallisepticum soit d'un sérum provenant d'oiseaux 
non vaccinés. 
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]� - Présentation des résultats.
TABLEAU II 
Lo'1 de là 
di ution 
.Log du nombre de mycoplasmes dans les mélanges de 
neutralisation 48 h après incubation à 37 °C/ml 
du sérum Sérum d'oiseaux vaccinés Sérum d'oiseaux non vaccinés 
-3 5,96 
-2,7 6,06 
-2,4 6,2 ± 0,22 6,07 
-2,1 6 ± 0,09 6,24 
-1,8 1 3,6 ± 0,14 6,46 
-1,5 2,48 ± 0,34 6,69 
-1,2 1,9 ± 0,25 6,94 
-0,9 < 1 6,78 
Témoin 5,55 ± 0,14 
II. - Interprétation.
D'après les résultats concernant le sérum d'oiseaux vaccinés, on 
constate que la concentration des cultures en mycoplasmes vivants 
est fonction de la dilution du sérum. 
Pour les fortes dilutions de sérum, celui-ci agit comme facteur de 
croissance car la concentration en mycoplasmes est supérieure au 
témoin, ce qui est confirmé par les résultats obtenus avec un sérum 
témoin (voir le tableau II et le graphique No 1 ). 
Pour les faibles dilutions de sérum, les anticorps antimycoplas­
miques ont inhibé la croissance, voire détruit les mycoplasmes, car 
les concentrations de ceux-ci dans les mélanges de neutralisation 
après incubation pendant 48 h à 37 °C sont inférieures à l'inoculum 
de départ (103 mycoplasmes/ml). 
La courbe obtenue est la résultante de 2 zones, l'une de crois­
Bance, l'autre d'inhibition . 
. Dans la zone d'inhibition nous proposons d'exprimer le titre 
neùtralisant (ou inhibant la croissancer d'un sérum par le fog de 
l'inverse' de la dilution sérique déterminant une inhibition de 
90 p. 100 des mycoplasmes, soit une perte d'un log par rapport à la 
5 
4 
3 
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�.Qi!!_OJ>�_4_8_!1L��=-tQ���:!-4- __ _ Sérum de pouwm 
non vacci�: 
Y=0,4-85.X+7,J4. 
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GRAPHIQUE No 1 
concentration obtenue avec le milieu témoin ne contenant pas de 
sérum de poulet. 
Pour ce faire, il s'agit de calculer la régression: 
Y=bx+a 
où x =log de la dilution du sérum 
y = log de la concentration en mycoplasmes par ml de culture. 
et de calculer la valeur de x pour Y, = Y témoin - 1 soit : 
Y,-a X=
-b-
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La précision sur x à la probabilité 95 p. 100 est 
2s. = 2J}.[k + (x-x)• s:]. 
x = moyenne des log de dilution 
s111 = variance de b 
N = nombre de couples xY 
Ces calculs sont effectués à l'aide d'une calculatrice électronique 
Olivetti. 
En appliquant ces formules dans le cas du sérum provenant des 
oiseaux vaccinés on obtient : 
Y 
= -3,90.x- 2,85 
y t = 5,55 -1 = 4,55 
N =5 
= -1,50 
s1,, · 0,42
X = 4,55 + 2,85 = -1 90 -3,90 ' 
2 •• = 2 J(3�)· � + (1,5 -1,90)1 0,42 = 0,26.
Donc le titre x = 1,90 ± 0,26. 
Par convention on n'utilise qu'une seule dilution de sérum déter­
minant une concentration en mycoplasmes supérieure à celle obte­
nue avec le milieu témoin sans sérum de poulet. Par conséquent, 
le résultat correspondant au log inverse de la dilution - 2,4 n'est 
pas utilisé dans les calculs. 
Sur le tableau II et le granhique N° 1, les résultats obtenus avec 
un sérum de poussins non vaccinés montrent qu'aux dilutions d'em­
ploi aucune inhibition n'est observée sur les cultures de mycoplas­
mes. 
Nous rendrons compte ultérieurement de l'application prati­
que de cette technique comparée à d'autres pour des études immu­
nologiques et pour suivre le processus de l'infection mycoplasmique. 
CONCLUSIONS 
La technique décrite permet de mesurer d'une façon. rigoureuse 
l'activité anti-mycoplasmique d'un sérum provenant de sujets 
vaccinés ou infectés. 
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La qualité des anticorps titrés en rapport direct avec l'immunité 
sérique permettra de se rendre compte de certains mécanismes de 
l'infection mycoplasmique et de son évolution. 
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